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高效液相色谱法测定婴幼儿配方乳粉中 
酪蛋白磷酸肽的含量 

葛  城#, 张  浩#, 黄  缘, 周  钧*, 易  灿 
[澳优乳业(中国)有限公司, 长沙  410200] 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定婴幼儿配方乳粉中酪蛋白磷酸肽含量的方法。方法  对婴幼儿配方

乳粉样品对应生产批次所采用的酪蛋白磷酸肽原料进行测定, 得到准确含量后作为参照品, 对婴幼儿配方乳

粉样品测定前处理中净化、提取条件进行优化, 采用二极管阵列检测器(diode array detector, DAD)定量分析。

结果  采用混合型阳离子交换(mixed cation exchange, MCX)固相萃取柱、ZORBAX Eclipse AAA 色谱柱可得

到良好的分离效果, 酪蛋白磷酸肽在 100~500 μg/mL 范围内线性关系良好, 相关系数 r2 为 0.9994, 检出限为

0.140 mg/100 g, 加标回收为 81.06%~87.78%, 相对标准偏差为 3.64%。结论  该方法前处理操作简单, 具有良

好的重现性和准确性, 能够满足婴幼儿配方乳粉中酪蛋白磷酸肽含量的测定。 
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Determination of casein phosphopeptides in infant formulate milk powder 
by high performance liquid chromatography 

GE Cheng#, ZHANG Hao#, HUANG Yuan, ZHOU Jun*, YI Can 
[Ausnutria dairy (China) Co., Ltd, Changsha 410200, China] 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of casein phosphopeptide in infant milk 

powder by high performance liquid chromatography. Methods  The raw material of casein phosphopeptide used in 

the corresponding production batch of infant formula milk powder was determined. After the accurate content was 

obtained, it was used as the reference material. The purification and extraction conditions in the infant formula milk 

powder samples pretreatment were optimized, and the quantitative analysis was performed by diode array detector 

(DAD). Results  A good separation effect can be obtained by using mixed cation exchange (MCX) solid phase 

extraction column and ZORBAX Eclipse AAA column. Casein phosphopeptide had a good linear relationship in the 

range of 100-500 μg/mL, and the correlation coefficient r2 was 0.9994. The limit of detection was 0.140 mg/100 g, 

the recoveries of standard addition were 81.06%‒87.78%, and the relative standard deviation was 3.64%. Conclusion  

The method is simple, reproducible and accurate, and can satisfy the determination of casein phosphopeptide in infant 

formula milk powder. 
KEY WORDS: infant formula milk powder; casein phosphopeptide; high performance liquid chromatography 
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0  引  言 

作为婴幼儿主要食物来源之一的婴幼儿配方乳粉备

受国家重视, 为了使婴幼儿配方乳粉能够确保宝宝的发

育与健康, 产品中的营养元素和配方需要精心设计[1]。其

中, 酪蛋白磷酸肽(casein phosphopeptid, CPP)能够促进婴

幼儿对钙等必需元素的吸收, 是一种很好的促进吸收的

营养物质。 
CPP 是利用单一或复合蛋白酶水解牛奶酪蛋白、经生

物技术制得的多肽, 具有生物活性[2], 核心结构可表示为

-Pse-Pse-Pse-Glu-Glu-(Pse: 磷酸丝氨酸残基 , Glu: 谷氨

酸)[3]。在小肠的弱碱性环境中, CPP 与钙、铁、锌、硒等

有着螯合作用, 可以防止这些必需金属元素沉淀, 促进小

肠对其的吸收利用[4‒8]。在婴幼儿配方奶粉中添加 CPP, 能
够帮助婴幼儿对矿物质的吸收, 促进其生长发育。日本等

国家已将 CPP 作为功能性组分加入到食品, 我国也将其作

为食品强化剂应用于婴幼儿配方奶粉中[9‒11]。 
对于 CPP 的检测, 目前的方法有: 电泳法[12‒13]、钡盐

沉淀法[14]、高效液相色谱法[15‒18]、高效液相色谱-串联质谱

法[19‒20]等。采用高效液相色谱法检测 CPP 有操作简单快捷、

检测周期短、准确度高等特点, 然而文献中高效液相色谱法

鲜少使用固相萃取柱对样液进行净化处理, 而婴幼儿配方

乳粉这类样品基质复杂, 可能对 CPP 特征峰的选择和定量

存在影响, 同时也会影响色谱柱柱效, 后期对目标峰的分离

有一定影响, 而有研究表明采用离子交换技术可以对 CPP
起到净化效果[21]。本研究采用高效液相色谱法对婴幼儿配

方乳粉样品中的 CPP 含量进行测定, 通过利用离子交换固

相萃取柱对样品进行了净化处理, 减少了样液中的杂质, 同
时 CPP 特征峰有着良好的分离度与峰面积, 能够满足日常

检测的需求, 也为相关标准的制定提供一定的参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器、材料与试剂 

Agilent1260 型高效液相色谱分析仪[配备二极管阵列

检测器(diode array detector, DAD), 美国安捷伦仪器有限

公司]; ME204E 型分析天平、FE28-Standard 型 pH 计(瑞士

METTLER TOLEDO 公司 ); 3K15 型冷冻离心机 (德国

SIGMA 公司); SB-5200D型超声波振荡器(宁波新芝有限公

司); MTN-2800D 型氮吹仪(天津奥特赛恩斯仪器有限公司); 
EOFO-945616 型涡旋混合器 ( 美国 TALBOYS 公司 ); 
HERATHER OGH100 型电热鼓风干燥箱(美国 THERMO 
FISHER 科技公司)。 

乙腈、甲醇、乙酸(色谱纯, 德国 CNW 公司); 三氟乙

酸、三氯乙酸(优级纯, 天津科密欧公司); 氨水、无水乙醇、

二水合氯化钡、盐酸、氢氧化钠(分析纯, 国药集团化学试

剂有限公司); 0.45 μm 水系滤膜(上海安谱公司); 3 mL 混
合型阳离子交换(mixed cation exchange, MCX)固相萃取柱

(德国 CNW 公司); 实验室用水为 Milli-Q 超纯水;  
某市售婴幼儿配方乳粉, 对应批次 CPP 原料。 

1.2  实验方法 

1.2.1  溶液配制 
三氯乙酸溶液(15 g/L): 称取 7.5 g 三氯乙酸, 加水定容

到 500 mL; 氨水甲醇溶液(5%): 准确量取 5 mL 氨水和   
95 mL 甲醇, 充分混匀; 氯化钡溶液(100 g/L): 准确称取

11.73 g 二水合氯化钡, 加水溶解并定容至 100 mL; 盐酸溶

液: 取 18 mL 浓盐酸慢慢加入 100 mL 水中; 氢氧化钠溶液

(80 g/L): 准确称取8 g氢氧化钠, 加水溶解并定容至100 mL。 
1.2.2  CPP 原料分析 

参照 GB 31617—2014《食品安全国家标准 食品营养

强化剂  酪蛋白磷酸肽》 [14], 称取试样 1.0 g(精确至  
0.0001 g)于 1 个 50 mL 离心管 A 中, 加入 15 mL 水使其完

全溶解。用盐酸溶液调节试样溶液的 pH=4.6, 然后置于冷

冻离心机中, 以 4 ℃, 5000 r/min 的速度离心 30 min, 取上

清液于预先在 105 ℃恒重的另 1 个 50 mL 离心管 B 中, 用
氢氧化钠溶液调节此上清液的 pH=6.8, 控制溶液总量在

20 mL 以内, 加入氯化钡溶液 1.5 mL, 再加入无水乙醇至

50 mL, 摇匀后于 4 ℃冰箱中冷藏 12 h 后, 以 5000 r/min 离

心 30 min, 弃去上清液得沉淀物。沉淀物先在 60～70 ℃干

燥箱中烘 1 h, 再升高温度至 105 ℃烘至恒重。原料中 CPP
含量按以下式(1)计算。 

ω＝ 1 2

0(1 )
m m

m 


 
×100%            (1) 

式中, ω为原料中 CPP 含量, %; m1 为恒重后离心管 B 和沉

淀物的质量, g; m2 为离心管 B 的质量, g; m 为 CPP 原料称

样量 g; ω0 为试样的干燥减量, %。 
1.2.3  婴幼儿配方乳粉样品前处理 

称取 2 g 样品(精确到 0.001 g)于 100 mL 烧杯中, 用
20 mL 40~50 ℃超纯水溶解。超声 10 min, 用 15 g/L 三氯

乙酸调节溶液 pH 至 4.5±0.1, 转移至 50 mL 容量瓶中, 用
水定容, 混匀, 过滤待净化。 

MCX 固相萃取柱依次用甲醇 3 mL 和水 3 mL 活化, 
取待净化液 5 mL 过柱, 控制流速(约 3~4 s 每滴), 再依次

用水 3 mL 和甲醇 3 mL 淋洗, 再用 5%氨水甲醇溶液 6 mL
洗脱, 收集洗脱液, 于 50 ℃氮气吹干。用水 1 mL 溶解残

渣, 涡旋混匀, 0.45 μm 水相微孔滤膜过滤。 
称取适量已测含量的酪蛋白磷酸肽原料于 100 mL 烧

杯中, 用 20 mL 40~50 ℃超纯水溶解, 超声 10 min, 用  
15 g/L 三氯乙酸调节溶液 pH 至 4.5±0.1, 溶液用水转移并

定容于 50 mL 刻度试管中, 混匀, 过滤得参考物质储备液

约 10 mg/mL。分别吸取 0.10、0.15、0.20、0.30、0.40、    
0.50 mL 参考物质储备液于 10 mL 容量瓶中, 用水定容至
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刻度, 得到酪蛋白磷酸肽的质量浓度为 100、200、300、
400、500 μg/mL 的系列标准工作溶液(根据样品中酪蛋白

磷酸肽的含量, 标准曲线浓度可做适当调整)。 
所得样液与系列标准工作溶液一起进高效液相色谱

仪检测。 
1.2.4  高效液相色谱条件 

色谱柱: ZORBAX Eclipse AAA 柱(4.6 mm×150 mm,  
5 μm); 柱温: 25 ℃; 检测波长: 280 nm; 流速: 0.8 mL/min; 
进样量: 20 μL, 流动相: A 为 0.1%乙酸乙腈, B 为 0.1%乙酸

水溶液。梯度洗脱条件: 0~30 min内, A相由 5%上升至 45%, 
B 相由 95%下降至 55%; 30.1~31 min 内, A 相由 45%下降至

5%, B 相由 55%上升至 95%, 保持 5 min 后停止。 

2  结果与分析 

2.1  原料中 CPP 含量测定结果 

采用 1.3.1 方法对所用批次的原料进行多次测定, 所
得实验结果如下表 1。实验检测平均结果为 33.0% (将该批

次原料送检权威机构, 得到检测结果为 31.7%), 相对标准

偏差(relative standard deviation)为 1.26%, 结果比较准确。 

表 1  原料中 CPP 含量测定结果 
Table 1  Determination results of CPP content in raw materials 

编号 称样量/g CPP 含量/% 平均值/% 相对标准偏差/%

1 1.0051 32.9 

33.0 1.26 

2 1.0045 33.4 

3 1.0027 33.5 

4 1.0023 33.3 

5 1.0018 32.5 

6 1.0015 32.8 

7 1.0035 32.5 

 
 

2.2  CPP 色谱图特征峰的选择 

采用空白样品、阳性样品、系列标准工作溶液进行比

对, 选择CPP的特征峰, 如图 1所示。保留时间为 13.68 min
时系列标准溶液和阳性样品均有出峰, 而空白样品无杂峰, 
同时该峰型良好, 与其他峰分离度高, 因此可确定保留时

间为 13.68 min 的峰为 CPP 的特征峰。 
 

 
 

注: A 为标准工作溶液, B 为添加 CPP 样品, C 为空白样品。 
图 1  CPP 特征峰 

Fig.1  The characteristic peak of CPP 
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2.3  婴幼儿配方乳粉样品前处理方法优化 

由于婴幼儿配方乳粉中含有多种营养元素, 基质十

分复杂, 占比大的蛋白质也会对 CPP 的定量分析造成很

大的干扰 , 同时也会降低色谱柱柱效 , 缩短色谱柱使用

寿命, 因此去除蛋白质是实验的关键步骤。本研究从等电

点沉淀试剂的选择、样液净化方式进行了探究。 
2.3.1  等电点沉淀试剂的选择 

本研究选用了盐酸溶液与三氯乙酸溶液对同一样品

进行 pH 值的调节, 并对采用三氯乙酸溶液处理的方案进

行了加标回收实验, 实验结果如表 2 所示, 采用盐酸溶液

处理后的结果均略低于采用三氯乙酸溶液处理后的结果, 
采用三氯乙酸溶液方案其回收率为 85.3%, 故采用三氯乙

酸溶液调节 pH 结果将更靠近真值。 

 
表 2  盐酸与三氯乙酸调节 pH 结果对比 

Table 2  Comparison of test results between HCl and 
trichloroacetic acid for pH adjusting 

样液 
编号 

采用盐酸溶液测试结果
/(mg/100 g) 

采用三氯乙酸溶液测试结果
/(mg/100 g) 

1 71.3 73.2 

2 72.6 73.2 

3 73.8 76.7 

 
2.3.2  样液净化方式的选择 

为了净化样液, 实验从 2 种方式进行了考察, (1)直接

采用滤纸过滤, (2)采用 MCX固相萃取柱法, 而未选择离心

的方式是因为有相关文献报道称: 采用离心的方式可能会

损失 CPP 的特征峰[22]。采用上述 2 种净化方式对样液进行

净化, 得到结果如图 2 所示, 直接过滤纸将较难对样液进

行浓缩处理, 从而导致特征峰的峰面积过低, 同时仍然存

在较多杂质且响应较大, 而采用 MCX 固相萃取柱对婴幼

儿配方乳粉样液进行则有明显改善, 此过程能方便对样液

进行浓缩处理, 浓缩后可看出色谱图中特征峰的响应比较

满意, 同时杂质较少, 杂质峰响应较低。因此采用 MCX 固

相萃取柱法能够达到预期效果。 

2.4  婴幼儿配方乳粉样品色谱条件优化 

2.4.1  色谱柱的选择 
本研究选择了 2 种色谱柱进行比较 : 色谱柱 1: 

ZORBAX Eclipse AAA 柱(4.6 mm×150 mm, 5 μm), 色谱柱

2: YMC-Pack ODS-AQ(4.6 mm×250 mm, 5.0 μm)。实验结果

如图 3~4, 采用 ZORBAX Eclipse AAA 柱对 CPP 有良好的

分离效果, 且特征峰峰面积更大, 能够满足实验需求。 
2.4.2  流动相的选择 

本研究选用了 2 种流动相溶液进行分析比较。流动相

方案 1: 含 0.1%乙酸的乙腈与含 0.1%乙酸的水; 流动相方

案 2: 含 0.08%三氟乙酸的乙腈与含 0.08%三氟乙酸的水。

实验结果如图 5 所示。结果显示流动相采用方案 1 能够对

特征峰有良好的分离效果, 而方案 2 则分离效果不如方案

1。因此采用方案 1: 含 0.1%乙酸的乙腈与含 0.1%乙酸的

水, 能够满足实验需求。 
 
 
 
 

 
 
 
 

注: A 为采用滤纸过滤, B 为采用 MCX 固相萃取柱净化。 
图 2  2 种净化方式色谱结果 

Fig.2  Chromatographic results of 2 purification methods 
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注: A 为使用色谱柱 1, B 为使用色谱柱 2。 
图 3  CPP(300 μg/mL)在 2 种色谱柱下测定的色谱图 

Fig.3  Chromatograms of CPP (300 μg/mL) determination under 2 chromatographic columns 
 
 
 
 

 
 

图 4  CPP 在 2 种色谱柱下测定的峰面积比较(n=3) 
Fig.4  Comparison of CPP peak areas determined by 2 

chromatographic columns (n=3) 
 

2.4.3  流动相的选择 
本研究选用了 2 种流动相溶液进行分析比较。流动相

方案 1: 含 0.1%乙酸的乙腈与含 0.1%乙酸的水; 流动相方

案 2: 含 0.08%三氟乙酸的乙腈与含 0.08%三氟乙酸的水。

实验结果如图 5 所示。结果显示流动相采用方案 1 能够对

特征峰有良好的分离效果, 而方案 2 则分离效果不如方案

1。因此采用方案 1: 含 0.1%乙酸的乙腈与含 0.1%乙酸的

水, 能够满足实验需求。 

2.5  方法的线性、重复性、定量限、加标回收结果 

2.5.1  线性结果 
采用优化方案, 对系列标准工作溶液进行色谱分析, 

以峰面积为纵坐标 , 浓度为横坐标绘制标准曲线 , 100~ 
500 μg/mL 范围内线性关系良好,相关系数 r2=0.9994。通过

对空白样液进行 11 次实验 , 得到对应噪音数据 , 依据

GB/T 27417—2017《合格评定 化学分析方法确认和验证

指南》[23]中对检出限定量限的计算方式 xLOD=3Sy/x/b, 得出

检出限为 0.140 mg/100 g, 定量限为 0.421 mg/100 g, 该方

法有良好的灵敏性。 
2.5.2  重复性和加标回收结果 

选取某市售添加 CPP 的婴幼儿配方乳粉, 采用优化

方案对其进行 7 次平行测定, 所得重复性结果如表 3, 相对

标准偏差 (relative standard deviation, RSD)为 3.64%, 精密

度良好。 

选取某市售未添加 CPP 婴幼儿配方乳粉, 采用优化

方案对其进行加标测定 , 所得结果如表 4。回收率为

81.06%~87.78%(RSD＜2.72%), 说明方法重复性良好, 回

收率稳定。计算加标回收率, 对回收率进行显著性分析, 

取置信概率 95%, 自由度为 8, 得 T=18.89＞T0.05, 表明该

方法计算结果需引入回收率。 

2.6  实际样品测定 

选取 3 种不同含有 CPP 的婴幼儿配方乳粉 A、B、C

和 1 种未添加 CPP 的婴幼儿配方乳粉 D, 对其进行测定, 

测定结果如下表 5。该方法能够满足婴幼儿配方乳粉中

CPP 含量的检测。 
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注: A 为使用流动相方案 1, B 流动相方案 2。 
图 5  CPP 在 2 种流动相下测定的特征峰峰面积比较 

Fig.5  Comparison of chromatographic peak areas of CPP determined by two mobile phase schemes 
 

表 3  方法精密度 
Table 3  Precision of the method 

编号 称样量/g CPP 含量/(mg/100 g) 相对标准偏差/%

1 2.0094 74.7 

3.64 

2 2.0049 77.0 

3 2.0140 70.2 

4 2.0218 72.8 

5 2.0095 72.0 

6 2.0166 70.1 

7 2.0130 70.2 

 
表 4  加标回收实验数据 

Table 4  Standard recovery experiment data  

加标量/mg 回收率/% 平均回收率/% 标准偏差/% RSD/%

1.685 83.16 

83.4 2.20 

2.72 1.685 87.78 

1.685 86.05 

3.371 81.41 

0.49 3.371 81.06 

3.371 81.85 

5.056 82.71 

0.67 5.056 83.82 

5.056 83.20 

表 5  3 种不同样品中 CPP 含量测定结果 
Table 5  The CPP content determination results of 3 different 

sample  

样品编号 标称值 
/(mg/100 g) 

本方法检测结果 
/(mg/100 g) 

婴幼儿配方乳粉 A 62 76.8 
婴幼儿配方乳粉 B 62 72.1 
婴幼儿配方乳粉 C 62 78.5 
婴幼儿配方乳粉 D 无 未检出 

 

3  结果与讨论 

本实验探究了测定婴幼儿配方乳粉中 CPP 含量的前

处理条件和色谱条件, 通过对前处理步骤中沉淀并去除蛋

白质杂质的方法进行优化, 确定采用三氯乙酸调节 pH、过

MCX 固相萃取柱净化样液能够有效去除蛋白质对 CPP 检

测的干扰; 同时实验还对色谱柱及流动相进行了选择比较, 
发现采用 ZORBAX Eclipse AAA 色谱柱、含 0.1%乙酸的乙

腈与含 0.1%乙酸的水作为流动相进行梯度洗脱, 能够取得

特征峰良好的分离效果, 最终建立了测定婴幼儿配方乳粉

中 CPP 含量的高效液相色谱法。该方法存在高效液相色谱

法测定乳粉中 CPP 的普遍局限, 即需获得婴幼儿配方奶粉

对应批次的 CPP 原料并以之作为参考物质[24]。但该方法具

备良好的重复性和稳定性, 检出限低, 能够满足对婴幼儿

配方乳粉中 CPP 含量的日常检测。 
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